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,,Chemische Mutation* durch Aminosiureaustausch
im reaktiven Zentrum eines Proteinase-Inhibitors
und Anderung seiner Hemmspezifitit!™™!

Von Herbert R. Wenzel und Harald Tschesche!™
Professor Gerhard Pfleiderer zum 60. Geburtstag gewidmet

Niedermolekulare Proteinase-Inhibitoren hemmen Serin-
Proteinasen durch reversible, substratanaloge Einlagerung in
das aktive Zentrum der Enzyme!®!. Die Spezifitit eines Inhi-
bitors wird durch die Geometrie der Aminosédurereste an der
Kontaktfliche festgelegt und meistens von der Aminosiure
im reaktiven Zentrum P,®¥, bestimmtB®, Dies ist durch Se-
quenzvergleiche homologer Inhibitoren!* und in zwei Fil-
len durch semisynthetische Aminosiureaustausche* belegt:
So lieBBen sich durch enzymatische Reaktionen im Sojaboh-
nen-Inhibitor (Kunitz) P,= Arg gegen Lys und im Inhibitor
(Kunitz) aus Rinderorganen P,=Lys gegen Arg austau-
schen. Die anti-tryptische Aktivitiat beider Proteine blieb da-
bei erhalten. Ersatz der basischen Aminosdure durch Trp
wandelte die beiden Inhibitoren mit primirer Spezifitit ge-
gen Trypsin in Inhibitoren mit priméirer Spezifitit gegen
Chymotrypsin um. Die ,,enzymatische Mutation* gelang bis-
her nur bei basischen und aromatischen Aminosiuren, da
fiir andere Aminosiuren keine geeigneten Enzymsysteme ge-
funden werden konnten.

Wir beschreiben hier eine Methode, die auf rein peptid-
chemischem Wege den Einbau fast jeder Aminosiure in die
Position P, des Inhibitors (Kunitz) aus Rinderorganen er-
mdglicht. Der natiirtiche Inhibitor (P, =Lys'’) hemmt Tryp-
sin duBerst stark, Chymotrypsin stark, leukocytire Elastase
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kaum und Pankreas-Elastase iiberhaupt nicht. (Eine Projek-
tion der a-Kohlenstoffatome des Inhibitors® ist in *, Abb.
11, dargestellt.)

! R R
Cyst - Lys Al = .- Cys'— nativer Inhibitor
{Trypsin - Hemmung]
S — S
l Na BH,
l Trypsin
} %
1% 15 16 38 . "
Cys — Lys — OH H - Ala —....— Cys — modifiziecter Inhibitor
{Trypsin - Hemmung)
S — S
Lys Carboxypeptidase 8
16 5 -
Cysu— OH H - Ala —... - Cys“—- des - Lys - modifizierter
Inhibitor
s s {inaktiv)
Val — OCH, Carbodiimid
% 15 16 38 15 -
Cys — Val — OCH, H — Alu —....— Cys — Val -OCHJ—modlflzmrter
Inhibitor
s — 5§
CH30H leukocytare Elastase
1% 15 16 38 15 o
- Cys — val Ala - ...~ Cys — val -Inhibitor
{Elastase - Hemmung)
S — 35S

Schema 1. Austausch von Lys'® gegen Val in der Position P, des [nhibitors (Ku-
13
nitz) aus Rinderorganen.

Im nativen Inhibitor wird nach erprobten Verfahren die
Lys'*-Ala'®-Bindung im reaktiven Zentrum getffnet; mit
Carboxypeptidase B erhilt man dann den inaktiven des-
Lys'*-modifizierten Inhibitor™®. Wasserlésliche Carbodiimi-
de ermoglichen eine Verkniipfung von Val-OMe mit der
freien Carboxygruppe von Cys'*!"l (Schema 1).

Das Produkt ist ein sehr guter Inhibitor fiir Elastase aus
menschlichen Leukocyten. Die maximale Hemmung wird
erst nach mehreren Minuten erreicht; der Komplex zwischen
Elastase und Val'>-Inhibitor bildet sich nur langsam. Wird
dieser Komplex durch drastische pH-Erniedrigung dissozi-
iert (kinetisch kontrollierte Dissoziation), so erhilt man ei-
nen Inhibitor, der Elastase sofort maximal hemmt. Dies
spricht fir die Kniipfung der Peptidbindung Val'>-Ala'®
durch die Proteinase wihrend der Komplexbildung!®.

Die Semisynthese wurde nach dem gleichen Schema bis-
her auBBerdem mit den Methylestern von Arg, Phe, Met, Leu,
Ala und Gly durchgefithrt. Nach Aminosdure-Analyse wur-
den etwa 2.2 bis 4.1 Aminosdurereste pro Inhibitormolekiil
eingebaut, davon bis zu 0.3 in die entscheidende Position P, .
Der weitere Anteil wurde an die fiinf schon im unmodifizier-
ten Inhibitor vorhandenen Carboxygruppen (Asp®, Glu’,
Glu*, Asp™®, Ala®*) gekoppelt. Diese sind vom reaktiven
Zentrum so weit entfernt, so daf3 ihre Derivatisierung auf die
Inhibitoraktivitat kaum Einfluf hat.

Die Hemmspezifitit der neuen semisynthetischen Inhibi-
toren lieB sich aus dem Rest in P, und der bekannten Spal-
tungsspezifitit der einzelnen Proteinasen weitgehend vorher-
sagen: Die Insertion von Arg stellt die urspriingliche anti-
tryptische Aktivitiat wieder her. Einfilhrung von Phe oder
Met fithrt zu starken Chymotrypsin-Inhibitoren, die auch
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Trypsin noch schwach hemmen. Dariiber hinaus hemmt der
Met'*-Inhibitor auch schwach die Elastasen aus Schweine-
pankreas und menschlichen Leukocyten. Einen starken Inhi-
bitor gegen beide Elastasen und Chymotrypsin erhilt man
durch den Einbau von Leu, Trypsin wird dann nur schwach
gehemmt. Spezifischer scheint der Val'>-Inhibitor zu sein,
der starke Aktivitit gegen menschliche Leukocyten-Elastase
und schwache gegen Trypsin, Chymotrypsin und Schweine-
pankreas-Elastase zeigt. Alle vier Enzyme werden durch den
Ala'*-Inhibitor nur schwach gehemmt. Uberraschenderweise
zeigt der Gly"-Inhibitor keine Elastase-, aber gute Chymo-
trypsin- und ausgezeichnete Trypsin-Hemmung.

Die peptidchemische Methode ist eine wesentliche Erwei-
terung der Methoden zur Semisynthese von Proteinase-Inhi-
bitoren, die neue Moglichkeiten erdffnet, die Zusammen-
hinge zwischen Sequenz und Reaktivitit dieser Proteine zu
untersuchen.

Arbeitsvorschrift

Eine Lésung von 100 mg modifiziertem des-Lys'*-Inhibi-
tor (Kunitz) aus Rinderorganen!®’, 20 mmol Aminosdureme-
thylester-hydrochlorid, 200 mg N-(3-Dimethylaminopropyl)-
N’-ethylcarbodiimid-hydrochlorid und 400 mg N-Cyclohe-
xyl-N’-(2-morpholinoethyl)carbodiimid-methyl-p-toluolsul-
fonat in 20 cm® Wasser 143t man im Autotitrator bei kon-
stantem pH =4.75 (Zugabe von 0.5 M Salzsaure) unter Riih-
ren reagieren!’), Nach der Reaktion wird der Inhibitor durch
Gelfiltration an Sephadex G-25 fine (Elutionsmittel 0.1 M
Essigsdure) von niedermolekularen Substanzen und héher-
molekularen Proteinaggregaten abgetrennt.
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Tetramethylcyclopropanon und
Isopropyliden(dimethyl)thiiran durch Photolyse
reaktionstriger 3,3,5,5-Tetramethyl-1-pyrazoline;
Solvens- und TemperatureinfluB auf die Konkurrenz
von [3 +2]- und [4 +1]-Photocycloeliminierung!™"

Von Helmut Quast und Andreas FuB8""
Professor Alfred Roedig zum 70. Geburtstag gewidmet

Die Photolyse von 1-Pyrazolinen vom Typ (1) mit einer
exocyclischen Doppelbindung an C-4 birgt zahlreiche Uber-
raschungen!"). So erhielten wir kiirzlich durch Photolyse des
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Pyrazolinimins (75) das Cyclopropanimin (2b), aber erst bei
90°CP. Diese unerwartete Temperaturabhingigkeit der
Photoextrusion von N, aus (7b) veranlaBte uns, die Reakti-
onstrigheit des 1-Pyrazolinons (1a)P* (®,;=0.012 in Ben-
zol bei 25 °CP?)) beziiglich thermischer und photochemischer
Stickstoffabspaltung erneut zu priiffen. Weiterhin konnte
beim 1-Pyrazolinthion (1d) die Photolyse bei tiefer Tempera-
tur das noch unbekannte Cyclopropanthion (2d) ergeben.
Die thermische Erzeugung reaktiver C;H,S-Spezies aus an-
deren Vorstufen fiihrte bisher stets zu Methylenthiiranen!®,
die ca. 30 kJ/mol stabiler sein sollen als Cyclopropanthio-
nel*l,

HsC i CH i fa), X = O
>(u§< ’ H. (), X = N-CH;C(CHy)s
H,C CH, HsC CHs
N=N (¢), X = N-NH,
HyC CHy (4, X=5S
(1) (2 (e}, X = SO
. HG CHy
2 e —
(2 = (3)
) H,¢  CHs
(la) )C\H;;
NN CHs
HyC O NT Y (4)
-Co CH;

Angesichts der niedrigen Quantenausbeute der 313 nm-
Photolyse von (fa) und der dhnlichen n,m*-Absorptionen
von (1a)"" und Cyclopropanonen® ist eine selektive Bestrah-
lung von (7a) ohne Anregung des Cyclopropanon-Produkts
schwierig. Daher wurde (Z4) mit einer starken Lichtquelle
ohne Filter bestrahlt®®®. Wir erhielten 2,3-Dimethylbuten
(3) und Acetonazin (4) (Tabelle 1) sowie in [D;]Acetonitril
noch 1-3% Pyrazolidinon (6) durch Photoreduktion von (Za)
('H-NMR, GC, IR).

Tabelle 1. 'H-NMR-spektroskopisch bestimmter Umsatz und Produktverhiltnis
(3):(4) bei der Photolyse [6a, b] des (-Pyrazolinons (/a).

Losungsmittel 2 t Unmsatz Verhiltnis

[°Cl {min] (%] (3):(4)
[D,,)Cyclohexan 10 60 52 63:37

90 30 67 57:43
[Dg)Benzol 10 60 37 78:22

90 30 63 64:36
{D3]Acetonitril 10 60 27 83:17

90 30 55 68:32

2,3-Dimethylbuten (3) koénnte durch Photodecarbonylie-
rung von (2a) entstanden sein®). Um dieses abzufangen, wur-
de (1a) in [D4]Methanol 1-6 h bei 5°C bestrahlt®*<9, Bej
14-97% Umsatz erhielten wir nur 1% (3), 4-5% (4) und 6 bis
11% des erwarteten Folgeprodukts (5); Hauptprodukte wa-
ren 30-37% (6), 23-27% (8) und 26-29% (9). Da Cyclopropa-
nole, insbesondere alkylierte, sehr leicht homolytisch gespal-
ten'! werden, reagiert (5) mit Triplett-angeregtem Benzo-
phenon nahezu quantitativ zu 1,1,2,2-Tetraphenyl-1,2-ethan-
diol und den Estern (8) und (9). Diese entstehen durch Dis-
proportionierung des Radikals (7)72). Aufgrund der Bildung
von (6), (8) und (9) in ungefihr gleichen Mengen wird auf
die Existenz cines relativ langlebigen angeregten Zustands
von (7a), sehr wahrscheinlich T (Za), geschlossen, der Was-
serstoff vom photostabilen!’®! Halbacetal (5) abstrahieren
kann. Die photoelektronenspektroskopisch beobachtbare
Wechselwirkung zwischen Azo- und Carbonylorbitalen in
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